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Description 

La presente invention est re.atrv. a une proteine brtqu. iso*e de venin de serpen, de I. » des 
El.pides. nCamment d'un serpent N«j« et p.u. p*t,cu.*remen, de Na). ™s^ca .» de Na, 
Hi mm ^. nhosnholiDase A2 (PLA2), aux fragments et denves de ladrte proteine. a leurs 
d« .^S^ LnUm ulab.es en medecine humaine eVou v*enna,e. 
Sou a des agents de diagnostic contenant ladite proteine eVou ses denves et/ou ses fragments. 

ex^ iCe Ktueie de nombreux agents antitumors, substances organ,ques ou .norgan.ques 
Ces dSrents agenfc^une action sur ,e noyau cellula.re. en partner celui des ce lute, tumontar 
Son esTub^ces. il exist, plusieurs mecanismes d'action soit lesdites substtnces mterteren ave ; I. 
bSyn^i ITacides nuCeique, et des proteine.. soit el.es interment avec ^ 
soit eltos agissent sur le fuseau mitotique. Un certain nombre d'auteur, ont m„ en *^™JT*£? 
ScaTmS d'action (RALPH R.K. et al., TIBS. 1983. 212-214. LIPPARD, Science, 1982. 218. 4577. 1075- 
1082 FAUVAUDON, Biochimie. 1982, 64, 457-475). c 

Toutefois les substances anticancers n'exercent pas specifiquement leur *tion sur les cellules 
cancereTs El.es inhibent le, divisions cellules des cellules sames cc^me J^^^S. 
elles sont done toxique. pour tous les tissus oi. les cellules se renouvellent rapdement. Les differentes 
Tbstices ^umoSe. e^quees presented done un grand nombre d'etfets indesirabtes che: rhomme. 

mode Z un^ e d-action different, et na pres.nt.nt pas les effets indes.rab.es te.s que ceux rencontres 

pour eTsLrnce^ete Cone, (GRAY et .... Nature, 198* 312, 721-724 el PENN.CA et 

i9sV 312 724-727). On nomme ce, substances, facteurs de necrose des tumeursfTNF) et lymphotoxmes 

(LT) ' il faut noter que to mecanisme d'actjon de ces substances est a I'heure actuelle. mconnu^ 

Un ai groupe de substances, est extrememen. interessant ; i. s'agit de substances , .resent. dan 
les veninsde serpent ; en eflet ceux«i son, capables de tuer les cellules cancereuses de 
Z£ (CHAIMMATYAS et al., Lite Sci.nc.s. 1987. 40, 16. 1601-1607) ..s auteurs de cette pubhcaAon 
ont en oarticulier montre que les venins de serpent presentent une act.v.te cytotox.que v.s a v.s de cMttint 
SZSZ rchondr Jcom.,, tant in v,«ro qu'in vivo et que. notamment. le venin de Na,a n.gncoH.s 

Dresente une forte activity cytotoxique. --n.-toc 
Cette activit. cytotoxiqu. s^nb.. fonde. sur un mecanisme de lyse membrana,re des cel.u es 

concerls, tenement different des mecanismes faction des substances antitumora.es de . 
Le venin de cobr. crach.ur d'Afrique de .'Est, Naj. nigricoHis. comme le 

Elapides. renferme trois clasps de proteines toxiques : des toxines curar-santes. de, card.otox.ne, et des 

Ph ° S U cSxine element preponderant du venin est pour une part, responsable de Paction cytotoxique ; 
cepe^TaS cytotoxique du venin total est nettement superieure a cel.. de .a cardioto^e seu^ En 
ou£ lection cytotox^ue du venin est conwrve. en presence de calcium, un .nh.brteur de lactivrte 
c£tox!qt dJ^rdiotoxin^. Un ou plusi.ur, factor, cytotoxique,. .utr. qu. I. card.otox.ne. ex.stent 

^T££^2X tZXSi en foncon d. ffS 
inclut des phospholipids A2 acide, ou neutres. preplan, une fa.bte tox.crte^ ces PLA2 assurent 
essentiellement la digestion de, tissus phospholi^iques. Le second group, est « ^ompoj de PLA2 
extremement toxique, ; ce ^. »it de, motfcu.es basiques monomeres. . M °* na * 

une sous-un« basique. On trouve c.s composes dans de nombreux venms de serpents, ceux-c, 
provost " pTraiye rapid, de, pro.es. lis sont caractenses par un. capaate de bloc^ge de la 
nS3n deTaceWtenolin.^. nive«i de, termin^son, presynaptique. et par d'autres effets .nclmm 
ot^menruneCotoxicrt. imporUnte. Le Mm group, comprend d« ™ »«~ * « JJS 
basiqu.s ; on l«s frouv. dans un certain nombre de venins de serpent, m..s tour rfile «t leur m6«n,sme 
d'action eta.ent jusqu'a prewnt peu connus ; la PLA2 basique de Na,a n.gnco..., app^tient a cette 

'^U^sente invention s'est en consequence donne pour bu, d. pourvoir a un. protiin., isofe. d. ven,n 
de serpent Naja. qui prewrrte des proprietes therapeutiquw interessantes vis a ^s d. Ihomrrte. 

c£l aussi un but de Tinvwrtion de pourvoir a des fragments de ladite prote.n. presentant une actrvne 
antitumorale tout en n'etant pas toxiques. 
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rr.tr « « » M - » - — . - — — * - 1 

ci-apres : 

Asn 1 -Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met-Ile-Hi8 10 -Cys- 
Thr-Val-Pro-Ser-Arg-Pro-Val-Val-Hi8 20 -Phe-Ala-Asp- 
1Vr-Gly-Cys-Tyr-Cys-Gly-Arg 30 -Gly-Gly-Lys-Gly-Thr- 
Pro-Ile-Asp-Asp-Leu 40 -Asp-Arg-Cys-Cys-Gln-Val-His- 
A S p-Asn-Cys 50 -Tyr-Glu-Lys-Ala-Gly-Lys-Met-Gly-Cys- 
Trp 60 -Pro-Tyr-Phe-Thr-Leu-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Cys - 
Ser-Lys-Gly-Thr-Leu-Thr-Cys-Asn-Gly-Arg 80 -Asn-Gly- 
Lys-Cys-Ala-Ala-Ala-Val-Cys-Asn 90 -Cy8-Asp-Leu-Val- 
Ala-Ala-Asn-Cys-Phe-Ala 100 -Gly-Ala-Pro-Tyr-Ile- 
Asn-Ala-Asn-Tyr-Asn 110 -Ile-Asp-Phe-Lys-Lys-Arg- 

Cys-Gln 118 -OH, 

^LTS, ESS— <™ :•««»■- CV»«»«™ C <™ J» *»>• » * * 

nArma de soia (PM 21 500) et a la seVum aibumine bovine <PM 68 000). 

9 ™ Ion Tmrfe de realisation avantageux de Ul. proline, elto est iso.ee de ven.ns de serpen* de .a 

40 "^SC-lon de ce mode de reaiisa.cn. todite proline est natjujl pj* du venin d'un 
seroent MM et pluVp«ticulierement de M* nigricans ou de M* mossamblCB ptiH*. 

Iln un auie mS. de realisation .vantage de UN. proteine, elle est obtenue par vo,e de synthese 

° U ^'ZLr, on, mi. en ev.ence que ,'aCon ,o„que ft* dejjdit. proline eat due a ,a 
phosX^e A2, ne pSentent pm ***** eruymatique de cette derniere. 

!o*qSes,Tne des composantes de la conjugaison d'actions prectee etant absente. lesd-ts denves 
presentant cependant une activite an titu morale selective. 

Parmi lesdits fragments, elle englobe. entre autres : mdsante i. 

- un peptide caracterise en ce qu'il est constitue d'un fragment de laPlAZ ete* c qu J j£r£ a 
sequence en aminc-acides suivante, qui correspond aux am.nc-ac.des en posrhons 1 a 8 de ladrte 
proline : 
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sequence en amino-acides suivante. qui correspond aux amino-acides en positions 55-59 de ladite 
PLA2 : 

-Gly 5 5 -Ly s-Met-Gly-Cys 5 5 

- un peptide caracterise en ce qu'il est constitue d'un fragment de PLA2 et en ce qu'.l presente la 
5 sequence en amino-acides suivante, qut correspond aux am.no-acides en positions 44-50 de ladite 

PLA2. 

-Cys^-Gln-Val-His-Asp-Asn-Cys* 0 - 
L'invention englobe egalement les derives de ladite proline, presentant une modification de Tune des 
histidines presente dans la sequence de ladite proline, caractens^s en ce qu'ils presentent une activity 
w cytotoxique identique ou analogue a cede de ladite proline tout en ne presentant pas i'activrte enzymati- 
que de celle-ci et en ce qu'ils sont modifies par fixation sur ladite histidine d'un groupe alkyle de formule R- 
CHj-X. dans laquelle X est un atome d'halogene, de preference de brome. et R est un groupe al.phatique 
ou aromatique comprenant de 1 a 20 atomes de carbone. 

L'agent alkylant est avantageusement fixe sur I'histidine en position 47 de la proteine seion ('invention 
is et est de preference du bromure de bromoph^nacyle. 

La presente invention a egalement pour objet des conjugirfs, carad6ris4s en ce que lesdits prote.ne; 
fragments et/ou derives, sont coupes a une substance de transport selectrf vers une able appropnee. 
notamment vers une cellule tumorale, laquelle substance de transport est choisie dans le groupe qui 
comprend notamment les hormones, les immunoglobulines polyclonales et les immunoglobulines monoclo- 

20 nales^ invention a egalement pour objet un procSde d'obtention de la phospholipase A2 (PLA2) 

selon I'invention, caracterise en ce que ladite proline est extraite de venin de serpent de la famiile des 
Elapides notamment de serpent Naja, et plus particulierement de Naja nigricollis ou de Naja mossambica 
pallida par chromatographic par echange d'ions suivie d'une elution par un sel alcalin d'un actde organ.que 

25 faible. notamment de 1'acetate d'ammon.um, en ce que les fractions eluees presentant une activity 
enzymatique, sont soumises a une deuxieme chromatographie par ^change d'ions, et en ce que la proteine 
ainsi isolee est soumise a une chromatographie liquide haute performance afin d'§tre purifi^e. 

La presente invention a Egalement pour objet un proceed d'obtention de derives selon I'invention, 
caracterise en ce que dans une premiere etape, on isole la phospholipase A2 (PLA2), selon le proceed 

30 decnt ci-dessus, en ce que dans une seconde etape. Ton met en contact ladite phospholipase A2 avec un 
agent alkylant de type R-CH 2 -X, ou X est un atome d'halogene, de preference de brome, et R est un 
groupe aliphatique ou aromatique comprenant de 1 a 20 atomes de carbone. pour modifier la phospholipa- 
se au niveau de I'une des histidines presente dans sa sequence, par fixation de l'agent alkylant sur ladite 
histidine. 

L'agent alkylant se fixe pnMe>entiellement sur I'histidine 47 de ladite PLA2 et est avantageusement du 
bromure de bromoph^nacyle. 

En variante, les denv$s de la phospholipase A2 sont obtenus par un precede de gente g6netoque, 
caract6ns4 en ce que le cDNA codant pour ladite proline est modiftf par voie g^r^tique au n.veau du 
fragment 44-50 tel que deTmi ci-dessus. 

La presente invention a 6galement pour objet un proceed d'obtention de fragments selon ('invention, 
caracterise en ce que lesdits fragments sont obtenus par coupure proteolytique, notamment trypsique eVou 
chymotrypsique. 

La presente invention a aussi pour objet une composition the>apeutique qui comprend une quanta 
active d'au moins un derive* de la phospholipase A2 et/ou un fragment de celle-ci, couple ou non a une 
molecule de transport, comme principe actif. notamment pour le traitement des cancers, lequel derive et/ou 
fragment est 6ventueliement associe a tout vehicule adapts a son administration. 

La presente invention a egalement pour objet un agent de detection de cellules tumorals. caracterise 
en ce qu'il est essentiellement constitue par un derive et/ou fragment de la phospholipase A2 obtenu 
conformement a la prdsente invention. 

La presente invention a en outre pour objet un kit, ou coffret, ou ensemble coordonne\ pn3t a I'emploi 
pour la detection de cellules tumorales, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une quantite appropnee, eventuellement subdivide en doses unitaires, de derive ou fragment selon 
I'invention, 

- eventuellement une quantity appropri6e de tampons, diluants, reactifs, ndcessaires a la mise en 
55 oeuvre de ladite detection. 

Selon un mode de realisation avantageux dudit kit. le derive est la pBp-PLA2, obtenue par fixation de 
bromure de bromophenacyle sur I'histidine 47 de la phospholipase A2 selon ('invention. 

Outre les dispositions qui precedent, ('invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
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de la descnptioo qui va suivre. qui comprend un example de preparation d'un denve de P*"*^ * 

una limitation. 

Example A : Extraction at purification da la PLA2 

Le venin lyophilise provien, de rinstitut Pasteur. 3 , B , de venin ^T^Tm!Z£^ 
centrifugation, la so.ution est deposee sur une rBS.no ecrw^ae d .on. g^'^i^n, amsi 

ASSESS 

puis a une HPLC. 

Example B : Preparation de la PLA2 -pBp : 

La PLA2 obtenua selon ,'exemp.e A as, mise en contact avec du ^ S/^^SZ 
(pBp) dont on ,ait qu'il interagit preferentie.lemen, sur rh.stid.ne du srte actif des phosphol.pases 

a larges pores). Le produit est elue dans un gradient d'hydrophob.cte cro.ssanta (aceton.fr.le). 
TESTS PHARMACOLOGIQUES 
« EXEMPLE 1 : Comparaison des sequences de la PLA2 et de son derive pBp. 
- Sequence en amino-acides de la PLA2. 

La sequence en arninc-acides compete de .. phospholip.se ^^"^'^1, £ 
determine* sur to base des peptides obtenua par cliv.ge au rnoyen de b^mure de cyanogen, et par 
proteolyse au moyen de A. Lyticus lysylendopeptidase et S. aureus V8 protease. 

La proteine comprend 1 18 amino-acides et possede M restes ,« cystine. . 3 

Le fractionnement de la phospholipase traitee au bromure de cyanogene et carboxymethylee. fournrt 3 

peptides de 8. 48 et 61 amino-acides respectivement. dHttrantes 

D'autres fragmentations permertent d'obten.r d'autre sequences. Le recouvrem^ de ces drfttrentes 
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Le derive* pBp-PLA2 a perdu une histidine par molecule et sort coefficient d'extinction molaire a 276,5 
nm est de 45 500. 

EXEMPLE 2 : Toxicit6 compare de la PLA2 et de ses denvds. 

La PLA2 et ses de>iv$s ont M injects sdparement a des souns (1&-20g BaJb c, femelies) par voie 
intraveineuse. La PLA2 et ses denves sont dissous dans 0.3 ml de solute physiologique. Une dose de 10 
ug de PLA2 non modified est mortelle pour chaque souris. En revanche, une dose de 2.3 mg de PLA2-pBp 
est non &tale pour chaque souns. 

TABLEAU I 



30 



35 



PROTEINES 


DUo 


PLA2 native basique 
CNBr • PLA2 
pBp - PLA2 


5,7 t 0,2.10-'° moies (7,7 t 0.3 ug) 

> 1.63.10" 7 moles 

> 1 ,60.10' 7 moles 



Le tableau I montre les DUo de la PLA2, du c*riv* pBp - PLA2 et du derive* traite* au CNBr. La toxicity 
a 6te* mesuree en injectant les doses indiqudes, solubilis6es dans 0.3 ml de solute" physiologique. dans la 
veine de la queue de la souris Balb c (20 t 1 g). La survie est observee 24 heures apres ("injection puis, si 
necessaire, chaque jour pendant une semaine au moins. Le signe > signrfie. qu'a la dose indiquee, les 
souris qui ont eu une injection, ne sont pas mortes. 

La PLA2 est caractirisee par une activity legale importante. En opposition, les deux de>iv$s sont non 
toxiques. 

EXEMPLE 3 : Mesure de Tactivit^ cytotoxique de la PLA2 et de son denvS pBp. 

Les mesures des actives cytotoxiques de la phospholipase PLA2 et de son d6riv6 pBp s'effectuent de 
la maniere suivante : une suspension de cellules d'une souche homogene d^finie, contenant 3,5.10* 
cellules par ml dans un milieu PBS-DULBECCO, sans calcium et sans magnesium, recent des quantity 
variables de phospholipase ou de son d$rive\ L'incubation se poursurt une heure a 37'C. Un colorant, le 
bleu trypan, est ajoute" au milieu. Seules les cellules cytolysees fixent ce colorant. La mesure du nombre de 
cellules cytolysees permet d'apprecier I'activite' cytotoxique du compose* 6tudie\ La quantification de cette 
activity cytotoxique est donnee par la concentration du compose" qui tue 50 % des cellules dtudiees (AC50), 
bruit de fond dddurt. Le tableau II ci-apres montre les concentrations cytotoxiques (AC50%) de la PLA2 et 
de son derive' pBp vis-a-vis de huit lignees ceilulaires dont cinq sont tumoraies et trois sont saines. 
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TABLEAU II 


SOUCHES CELLULAIRES 


PLA2 
ACjo(M) 


PLA2-pBp 
ACso(M) 


Transforraees 


MCF7 (Ho) 
HLGO i Ho) 
SK-N-SH !Ho) 
BW (MU) 
C13T (Mu) 


1,5.10-* 
3. 10-* 
5. 10-* 
3. 10-* 
3. 10-* 


3.10' 1 
5.5.10-' 
4. 10-* 
> 8.10-* 
3.10-* 


Normales 


Cellules pentoneales 
murines 


10*» 


> 8. IO* 5 


Celluies spiemques 
murines 


io-* 


> 4.10-' 


Lymphocytes T 
murins 


5. 10-* 


> 8. 10-' 



Ce tableau indique les concentrations de phospholipase A2 (PLA2) ou modifies <pBp-PL*2). qu'.l est 
necessaire de mettre en oeuvre , afin de tuer des cellules transformees ou normaies. L'expression > x (ou x 
represents une concentration expnmee en mole/1), indique qu'en presence de ladite concentration de la 
PLA2 ou de son d6rive\ les cellules concerned ne meurent pas. 

On vort que la PLA2 naturelle, est cytotoxique pour 1'ensemble des souches cellulaires 6tud.ee* 
qu'elles soient seines ou tumorals. En revanche, le den* PL*2-pBp se caracterise par une cytotoxic** 
selective pour les cellules tumorales. Quatre des cinq souches transformees sont detruttes par cette 
substance tandis que les trois iignew cellulaires saines ne sont pas agrees. 

La figure 2 montre la cinetique de cytolyse des cellules Ft, en presence de drfferentes concentrates 
de PLA2 de venin de Naja nigricollis ; en abscisae on a le temps en heures, et en ordonnees, on a le 



pourcentage de cytolyse 

0 



50 



correspond a 2 uM de PLA2 
correspond a 1 uM de PLA2 
♦ correspond a 0,5 uM de PLA2 
x correspond a 0,25 uM de PLA2 
■ correspond a 0 uM de PLA2 

La lyse membranaire des cellules est rfvelee par un est de penetration au Bleu Trypan. 
Cette figure montre que la PLA2 basique est fortement cytotoxique et que I'effet cytotoxique de la PLA2 
depend a la fois du temps d'incubation et de la concentration en PLA2. 

EXEMPLE 4 ; Mesure de ractrvite* enzymatique de la PLA2 et de ses de>iv*s. 
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L'activW enzymatique correspond a la quant* d'enzyme qui hydrolyse par minute 1 umole de 
phosphatidylcholine a 5.5.10"' M. en presence de Triton X100 0,1 1M a 40" C, pH8. Les valeurs de Vmax 
sont determines dans les memes conditions, en utilisant 10"' M de PLA2. 

Le tableau III ci-apres montre que la PLA2 baaique presente une activite lipolytique sur la leothme de 
jaune d'oeuf. L'activite catalytique est nettement supeneure en presence de Ca* ♦ qu'en presence de 
Sr + ♦ et n'est pas detectee en presence d'EDTA, meme a des concentrations en PLA2 egales a 10 M. 

TABLEAU III 
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Act. Enzymatique (pmoles de PLA2) 


Km (mM) 


Vmax (uM NaOH/min.) 




PLA2 (Ca^ ^ ) 
PLA2 (Sr**) 
PLA2 (EDTA) 


2012 
5913 
aucune 


7,5310,20 
7,5110,20 


500H4 

170H0 


15 


CNBr-PLA2(Ca ) 
pBp-PLA2(Ca**) 


294H1 
aucune 


16,30t0,25 


3415 
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Le derive" pBp-PLA2, selon ['invention ne presente pas d'activite enzymatique detectable ; le denve 
CNBr-PLA2 pr6sente une activite catalytique faible mais significative. 

La figure 3 montre la lyse de cellules FL apres 60 min d'incubation en presence de differences 
concentrations de PLA2 (avec *6 mM EDTA, -2mM Sr*\ *2mM Ca ) et de derives chimiquement trails 
au bromure de cyanogene (0) et au bromure de para bromophenacyle (□). Ces experimentations ont 6te 
merges a 37- C, sauf pour EB (2mM Ca* * a 4* C). Les autres conditions sont celles de la figure 2. 

On a en abscisse. la concentration en proline en uM et en ordonnees. le pourcentage de cellules 
lysees 

Comme le montre cette figure, les courbes doses -r^ponses obtenues avec la PLA2, en presence ou en 
absence de calcium, en presence ou en absence de strontium, en presence ou en absence d'EDTA, sont 

.dent^ques^^ ^ ^ p^nce de fortes concentrations de cations divaients ou d'EDTA ne modifie pas la 
stability des cellules pendant la periode d'incubation. 

La lyse membranaire des cellules est realisee sur des cellules FL a 37' CouM'C pendant 60 mm, 
mais aucune difference significative n'a M observee pour les courbes a 4* C. 

Deux thrives de la PLA2 ont egalement et6 testes ; il s'agit du pBp-PLA2. selon .'invention, obtenu 
apres traitement au bromure de bromophenacyle et du derive resultant du clivage de la PLA2 au moyen de 
bromure de cyanogene en milieu acide. 

La figure 3 montre que le derive pBp-PLA2 possede une activite cytotoxique vis-a-vis des cellules FL, 
alors que le derive traiie au CNBr ne presente pas d'activite cytotoxique. 

Revendlcatlons 

1 Proteine basique du type des priospholipases A2 (PLA2). caracterisee en ce qu'elle comprend 118 
am.no-acides, en ce que son poids moieculaire est de I'ordre de 13 325 Daltons, en ce que son point 
isoeiectrique est de I'ordre de 8,6, en ce qu'elle repond a la formule I ci-apres : 
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Asn 1 -Leu-1Vr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met-Ile-His 10 -Cys- 

Thr-Val-Pro-Ser-Arg-Pro-Val-Val-His 20 -Phe-Ala-Asp- 

Tyr-Gly-Cys-Tyr-Cys-Gly-Arg 30 -Gly-Gly-Lys-Gly-Thr- 

Pro- He- Asp-Asp-Leu 4 °-Asp-Arg-Cys-Cys-Gln-Val -His - 

Asp-Asn-Cys 50 -Tyr-Glu-Lys-Ala-Gly-Lys-Met-Gly-Cys- 

Trp 60 -Pro-Tyr-Phe-Thr-Leu-Tyr-Lys-Tyr-Lys-Cys 70 - 

Ser-Lys-Gly-Thr-Leu-Thr-Cys-Asn-Gly-Arg 80 -Asn-Gly- 

Lys-Cys -Ala-Ala -Ala -Val-Cys-Asn 90 -Cys-Asp-Leu-Val- 

Ala-Ala-Asn-Cys-Phe-Ala 100 -Gly-Ala-Pro-Tyr-Ile- 

Asn-Ala-Asn-Tyr-Asn 110 -Ile-Asp-Phe-Lys-Lys-Arg- 

Cys-Gln 118 -OH, 

el en ce qu'elle prisente a la fois une activity enzymatique el une activity cytotoxique. 

. Proline selon la revendication 1 , caract6ris$e en ce qu'elle est isolee de venins de serpents de ia 
famille des El apices. 

. Proline selon la revendication 2, caract6ris$e en ce que en ce qu'elle est obtenue a partir du venin 
d'un serpent Naja et plus particulierement de Nafa nigrfcollis ou de Naja mossambtca pallida, 

. Proline selon ia revendication 1 , caracteVisee en ce qu'elle est obtenue par voie de synthese ou par 
clonage. 

5. Fragment de la proline selon la revendication 1, caracte>ise" en ce qu'il est construe par un peptide 
pr^sentant la sequence en amino-acides suivante, qui correspond aux amino-acides en positions 1 a 8 
de iadite proline : 

-Asn 1 -Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Mef~. 

6. Fragment de la proline selon la revendication 1, caractense' en ce qu'il est constitue* par un peptide 
pn*sentant la sequence en amino-acides suivante, qui correspond aux amino-acides en positions 55-59 
de Iadite proline : 

-Gty 5 5 -Ly s-Met-Gly-Cys 5 9 - . 

7. Fragment de la proline salon la revendication 1 , caractSrise" en ce qu'il est constrtue* par un peptide 
prtsentant la sequence en amino-acides suivante, qui correspond aux amino-acides en positions 44-50 
de Iadite proline. 

-Cy s* 4 -Gln-Val-His-Asp-Asn-Cys 5 0 * 

8. De>iv6s de la proline selon la revendication 1, pnSsentant une modification de Tune des histidines 
prisente dans la sequence de Iadite protdine, caracte'rise's en ce qu'ils prisentent une activity 
cytotoxique identique ou analogue a celle de Iadite proline tout en ne prisentant pas I'activite* 
enzymatique de celle-ci et en ce qu'ils sont modifies par fixation sur Iadite histidine d'un groupe alkyle 
de formule R-CH 2 -X, dans laquelle X est un atome d'haiogene, de presence de brome, et R est un 
groupe aliphatique ou aromatique qui comprend de 1 a 20 atomes de carbone. 

9. Conjugu^s, caracteVise's en ce que la protdine seton I'une quelconque des revendications 1 a 4, les 
fragments et/ou d4riv$s selon I'une quelconque des revendications 5 a B, sont coupes a une 
substance de transport se'lectif vers une cible appropriee, notamment vers une cellule tumorale, 
laquelle substance de transport est choisie dans le groupe qui comprend notamment les hormones, les 
immunoglobulines polyclonales et les immunoglobulins monoclonales. 

10. Proc6de* d'obtention de la phospholipase A2 (PLA2) selon I'une quelconque des revendications 1 a 3. 
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caracteVise* en ce que tadite proline est extraite de venin de serpent de la famille des Elapid^s, 
notamment de serpent A/a/a, et plus particulierement de Naja nighcolis ou de Naja mossambica 
pallida par chromatographic par ^change d'ions suivie d'une dlution par un sel aicalin d'un acide 
organique faible, notamment de I'acdtate d'ammonium, en ce que les fractions 6lu6es pn§sentant une 
5 activrte* enzymatique sont soumises a une deuxieme chromatographie par echange d'ions et ce que la 
proline ainsi isoWe est soumise a une chromatographie liquide haute performance afin d'Stre purine 

11. Proc^de* d'obtention de de'riv^s selon la revendication 8. caracteVise* en ce que dans une premiere 
6tape, on isole la phospholipase A2 en mettant en oeuvre le precede" selon la revendication 10. en ce 
10 que dans une seconde 4tape Ton met en contact ladite phospholipase A2 avec un agent alkylant de 
type R-CHz-X, ou X est un atome d'halogene et R est un groupe aliphatique ou aromatique comprenant 
de 1 a 20 atomes de carbone, pour modifier la phospholipase au niveau de Tune des histidines 
pr^sente dans sa sequence par fixation de I'agent aJkytant sur ladite histidine. 

is 12. Proc^de* d'obtention des d6riv6s selon la revendication 8. caracterise* en ce que le cDNA codant pour la 
protdine selon I'une quelconque des revendications 1 a 4 est modify par voie g$n$tique au niveau du 
fragment 44-50 de ladite proline. 

13. Proc^de* d'obtention de fragments selon I'une quelconque des revendications 5 a 7, caracterise' en ce 
20 que lesdits fragments sont obtenus par coupure protriolytique, notamment trypsique, et/ou chymotrypsi- 

que. 

14. Composition theVapeutique, notamment pour le traitement des cancers, caract6ris$e en ce qu'elle 
comprend une quantity active d'au moins un derive* et/ou d'au moins un fragment, dventuellement 

25 coupes a une substance de transport se'lectif vers une cible appropride. notamment vers une cellule 
tumorale, selon I'une quelconque des revendications 5 a 9, comme principe actrf, lequel derive" et/ou 
fragment est Sventuellement associe" a tout vdhicule adapts a son administration. 

15. Agent de detection des cellules tumorales, caractSrise* en ce qu'il est essentiellement constitue* par un 
jo derive* et/ou un fragment selon I'une quelconque des revendications 5 a 8. 

16. Kit, ou coffret, ou ensemble coordonne\ pr6t a I'emploi pour la detection de cellules tumorales, 
caracteVise* en ce qu'il comprend : 

* une quantrte* approprtie, 6ventuellement subdivisde en doses unitaires, de derive* et/ou fragment 
35 selon Tune quelconque des revendications 5 a 8, 

• 6ventuellement une quantity approprtee de tampons, diluants, re"actifs, ne'cessaires a la mise en 
oeuvre de ladite detection. 

17. Kit selon la revendication 16, caracteVise' en ce que le derive* est de la pBp-PLA2, obtenue par fixation 
40 de bromure de bromophe*nacyle sur I'histidine 47 de la protelne selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 a 4. 

Claims 

45 1. A basic protein of the type of phospholi pases A2 (PLA2), characterized in that it comprises 118 amino- 
acids, has a molecular weight of approximately 13,325 dartons, has an isoelectric point of about 8,6, 
has the following sequence of amino- acids of formula I below : 
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Asn^Uu-Tyr-Gin-Phe-Lys-As^ 

Val-His 20 -Phe-Ala-Asp-Tyr-Gly-Cys-Tyr-Cys-Gly-Arg 30 -Gly-Gly-Lys-Gly*Thr- 
5 Pro-ne-Asp-Asp-Uu 40 -Asp-Arg^ys-Cys-^ 

Lys-Ala-Gly-Lys-Met-Gly-Cys-Trp 60 -Pro^^ 

Cys 70 -Ser-Lys-GIy-Tru-Uu-Th^^ 
w Ala.Val-Cys-Asn 90 -Cys-Asp-Uu-Val-Ala-Ala-Asn-Cys-Phe-Ala 1(W -Gly-Ala-Pro- 

Tyr-ne-Asn-Ala-Asn-Tyr-Asn 110 -Ile-Asp-Phe-Lys-Lys-Arg-Cys-Gln 118 -OH 

and has both an enzymatic activity and cytotoxic activity 

is 

2. The protein according to claim 1 , characterized in that it is obtained from the venom of a snake of the 
family Eiapidae. 

3. The protein according to claim 2, characterized in that it is obtained from the venom of a Naja snake 
20 and more particularly Naja nigricans or Naja mossambica pallida, 

4. The protein according to claim 1 , characterized in that it is obtained by synthesis or cloning. 

5. A fragment of the protein according to claim 1, characterized in that it is constituted by a peptide 
25 having the following amino acid sequence, which corresponds to the amino acids in positions 1 to 8 of 

the said protein : 

-Asn 1 -Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met 1 

6. A fragment of the protein according to claim 1. characterized in that it is constituted by a peptide 
30 having the following amino acid sequence, which corresponds to the amino acids in positions 55-59 of 

the said protein : 

-Gly 5 5 -Lys-Met-Gly-Cys 55 - . 

7. A fragment of the protein according to claim 1, characterized in that it is constituted by a peptide 
35 having the following amino acid sequence, which corresponds to the amino acids in position 44-50 of 

the said protein: 

-Cy s* 4 -Gin- Val-His- Asp- Asn-Cys 5 0 

8. Derivatives of the protein according to claim 1 , in which one of the histidines present in the sequence 
40 of the said protein is modified, characterized in that said derivatives have a cytotoxic activity identical 

or analogous to that of the said protein without having the enzymatic activity of the latter, and are 
modified by fixation to the said histidine of an aikyl group of the formula R-CHj-X, in which X is a 
halogen atom, preferably a bromine atom, and R is an aliphatic or aromatic group containing from 1 to 
20 carbon atoms. 

45 

9. Conjugates, characterized in that the protein according to any one of claims 1 to 4, the fragments 
and/or derivatives according to any one of claims 5 to 8 are coupled to a substance for selective 
transport to an appropriate target, especially to a tumoral cell, which transport substance is selected 
from the group comprising, in particular, hormones, polyclonal immunoglobulins and monoclonal 

50 immunoglobulins. 

10. A method of obtaining the phospholipase A2 (PLA2) according to any one of claims 1 to 3, 
characterized in that said protein is extracted from the venom of a snake of the family Elapidae. 
especially of a Naja snake and more particularly Naja nlgrtcoills or Naja mossambic* pallida by ion 

55 exchange chromatography followed by eiution with an alkaline salt of a weak organic acid, especially 
ammonium acetate, the eluted fractions with enzymatic activity being subjected to ion exchange 
chromatography a second time and the protein isolated in this way then being subjected to high 
performance liquid chromatography for purification. 
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11. A method of obtaining derivatives according to claim 8. characterized in that, in a first step, the 
phospholipase A2 is isolated by carrying out the method according to claim 10. and in a second step, 
the said phospholipase A2 is brought into contact with an alkylating agent of the type R-CH?-X, in 
which X is a halogen atom and R is an aliphatic or aromatic group containing from 1 to 20 carbon 
atoms, in order to modify the phospholipase at one of the histidines present in its sequence by fixation 
of the alkylating agent to the said histidine. 

12. A method of obtaining the derivatives according to claim 8, characterized in that the cDNA coding for 
the protein according to any one of claims 1 to 4 is modified genetically at the fragment 44-50 of the 
said protein. 

13. A method of obtaining fragments according to any one of claims 5 to 7, characterized in that the said 
fragments are obtained by proteolytic scission, especially tryptic and/or chymotryptic scission. 

14. A therapeutic composition, especially for the treatment of cancers, characterized in that it comprises an 
active amount of at least one derivative and/or at least one fragment, which may or may not be coupled 
to a substance for selective transport to an appropriate target, especially to a tumoral cell, according to 
any one of claims 5 to 9, as the active principle, the said derivative and/or fragment optionally being 
associated with any vehicle suitable for its administration. 

15. An agent for detecting tumoral cells, characterized in that it is essentially constituted by a derivative 
and/or fragment according to any one of claims 5 to 8. 

16. A ready-to-use kit for detecting tumoral cells, characterized in that it comprises: 

• an appropriate amount, optionally subdivided into unit doses, of a derivative and/or fragment 

according to any one of claims 5 to 8, and optionally 
- an appropriate amount of buffers, diluents and reagents necessary for carrying out the said 

detection. 

17. The kit according to claim 18, characterized in that the derivative is pBp-PLA2 obtained by fixation of 
bromophenacyl bromide to the histidine in position 47 of the protein according to any one of the claims 
1 to 4. 

Pate ntansprtJ che 

1. Basisches Protein des Phospholipase-A2-yps (PLA2) , dadurch gekennzelchn«t dafl es 118 Amino- 
sauren aufweist, da£ sein Molekulargewicht in der GrSflenordnung von 13 325 Datton liegt, dafl sein 
isoelektrischer Punkt in der Grfiflenordnung von 8,6 liegt, da/3 es der nachfolgenden Formel I entspricht: 

Asn 1 -Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met-Ile-His 10 -Cys- 
Thr-Val-Pro-Ser-Arg-Pro-Val-Val-Hls -Phe-Ala-Asp- 
Tyr-Gly-Cys-Tyr-Cys-61y-Arg 30 -Gly-Gly-Lys-Gly-Thr 
Pro- ile-Asp-Asp-Leu A0 -Asp-Arg-Cys-Cys-Gln-Val-His- 
Asp-Asn-Cys 50 -Tyr-Glu-Lys-Ala-Gly-Lys-Met-Gly-Cys- 

Trp 60 -Pro-Tyr-Phe-Thr-leu-Tyr-Lys-Tyr-lys-Cys - 

80 

Ser-Lys-Gly-Thr-Leu-Thr-Cys-Asn-Gly-Arg -Asn-Gly- 
lys-Cys-Ala-Ala-Ala-Val-Cys-Asn 90 -Cys-Asp-Leu-Val- 
Ala-Ala-Asn-Cys-Phe-Ala 100 -Gly-Ala-Pro-Tyr-Ile- 
Asn-Ala-Asn-Tyr-Asn 110 -Ile-Asp-Phe-Lys-lys-Arg- 

Cys-Gln 1 18 -0H, 
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und dafl es gleichzeitig eine enzymatiache und eine cytotoxische AktivitUt zeigt. 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl es bus dan Gitten von Schlangen der Fam.lie 
der Giftnattern (Elapidae) isoliert ist. 

5 3. Protein nach Anspruch 2, d.durch B .k.nr«.lchn.t dafl es .us dem Gift tin* Schlange der echten 
Kobr« 7m «S insbesondere der Schw.rzhalskobr. (N* n.gnco.lis) Oder der Na,a mossamb.ca 
pallida gewonnen ist. 

,o 4. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl es auf dem Weg der Synthese Oder durch 
Klonung gewonnen ist. 

5 Fraament des Proteins nach Anspruch 1 . dadurch g.k.nru.lchn.t, dafl es durch ein Peptid gebildet 
^M^eh-M-n* Sequenz aus Aminosauren aufwe.st. d,e den Aminosauren ,n den Pos,t,onen 

15 1 bis 8 des genannten Proteins entsprechen: 
•Asn'-Leu-Tyr-Gln-Phe-Lys-Asn-Met'-. 

6 Fraament des Proteins nach Anspruch 1 . dadurch g.k.nnz.lchn.t, dafl es durch ein Peptid gebildet 
fsX 1 n^chstehende Sequenz aus Aminosauren autwst. die den Aminosauren in den Positioner 

jo 55 bis 59 des genannten Proteins entsprechen: 
-Glyss-Lys-Met-Gly-Cys 5 '-. 

7 Fragment des Proteins nach Anspruch 1 , d.durch gek.nru.lcr.net. dafl es durch ein Peptid gebildet 
fs? dTdie nachstehende Sequenz aus Aminosauren aufweist, die den Aminosauren ,n den Pos.t,onen 

25 44 bis 50 des genannten Proteins entsprechen: 
-Cys^-Gln-Val-His-Asp-Asn-Cys 50 -. 

a Derivate des Proteins nach Anspruch 1 . die eine Modification eines der Histidine J £ 
Squenz des genannten Proteins vorliegt. d.durch |M-iM M '» 
AkSvitat aufweisen, die identisch Oder analog jener des genannten Proton. ,st. wah™* s. nich 
dessen enzymatische AMMtlt aufweisen, und dafl s.e durch Rxierung emer Alkylgruppe m,t der Formel 
S cM ot genannten Histidin modifiziert sind, in welcher X ein Halogenatom. bevorzugt Brom. und R 
eine aliphatische oder aromatische Gruppe ist. die 1 bis 20 Kohlenstotfatome umfaflt. 
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35 9 Konjugate, d.durch g.k.nro.lchn.t dafl das Protein nach irgendeinem der AnsprUcr* 1 b.s 4. die 
Raomente und/oder Derrvate nach irgendeinem der AnsprUche 5 bis 8 an eine Substanz zum 
selektiven Transport an einen geeigneten Zielort gekopp.lt sind. insbesondere an erne TumorzeHe. 
wobei diese Transportsubstanz in der Gruppe ausgewShlt ist. die insbesondere d* Hormone, die 
polyclonalen Immunglobuline und die monoclonalen Immunglobul.ne umfaflt. 

40 10 vertahren zur Gewinnung von Phospholipase A2 (PLA2) nach irgendeinem der AnsprO che 1 bis 3 
dLurch gekennzeichnet. dafl das genanrrte Protein au S dem Gift einer Schlange der Fanje der 
Gmnattern (Elapidae). insbwondere einer Sch.ange der echten Kobras (Na*) und ganz besonders der 
SchwTzhlskobra (Naj. nigricollis) oder der Nan. moswmbica pallida durch lonenaustausch-Chromatc- 

« g^Te^wonrJw,*. gefokjt von einer Elution durch ein alkalische, S*z einer schwachen o^n, 
Sen sire, insbesondere Ammoniumazetat. dafl die eluierten Frattonen. d» «n. •nzym.tosche 
Aktivitat aufweisen. eirw zweiten tonenaustausch-Chrornatograph* unterworfen werdenjnd dafl das 
so isoliert. Protein zur Reinigung einer Hochleistungs-ROssigkeitschromrtograph,e m.t honer Le-stung 
unterworfen wird. 

50 ,1. Vertahren zur Gewnnung von [fcrivaten nach Anspruch 8. d-durch ™™ * 

einem ersten Schritt die Phospholipase A2 isoliert. indem ™ das ^ahren na^^s^h 10 
durchfOhrt. dafl man in einem zweiten Schritt die genannte Phospholipase A2 
mittel der Typs R-C^-X in Kontakt bringt. in welchem X ein Hatogenatom und R e.ne al.ph.ti.che oder 

55 aromatische Gruppe ist, die 1 bis 20 KohtenstoHatome umfaflt. urn die ^P™'^ "^"^ 
Sine, der Histidin. zu modifizieren, das in ihrer Sfcquenz vorliegt. durch Rxierung des Alkyhwungsmrt- 
tels am genannten Histidin. 
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12. Verfahren zur Gewinnung von Derivaten nach Anspruch 8, daOurch g.i™r*.lchnet. dafl die cDNA, 
oTdas Protein nach irgendeinem dar AnsprOche 1 bi. 4 codiert, auf genetischem Wag «uf ^ Ebene 
des Fragments 44-50 dea genannten Proteins modifiziert wird. 

13. Verfahren zur Gewinnung von Fragmenten nach irgendeinem der AnsprOche 5 bis 7 dadurch 
gSinrllchnat, dtf die genannten Fr.gm.nte durch proteotytische. insbesondere trypfsche. 
und/oder chymotryptische Spaltung gewonnen werden. 

14 Theraoeutisches Praparat. insbesondere zur Krebsbehandlung. dadurch gekenruelchnet dafl as eine 
mT^Z mindeaten, -n.s Derivats und/oder mindestens eines Fragments, die gegebenenfalls 
2££ an eine Substanz zum seieWven Transport an einen geeigneten Zielort •nsbesondere 
nach einem der AnsprOche 5 bis 9. a.s Wrkstoff ^JX^TcZZ 
Fragment gegebenerrfalls zusammen mit einem A^stofttrager vori.egt. der zu se.ner Verabre.chung 
geeignet ist. 

16. Mittel zur Detention von Tumorzellen, dadurch gek.nnz.lchnet dafi es im wesentlichen von emem 
Derivat und/oder Fragment nach irgendeinem der AnsprOche 5 bis 8 gebiWet ist. 

16. Kit Oder BehflHnis Oder auf inander abgestimmts Gamitur. das bzw. die vort>er«tet ist zur Detektion 
von Tumorzellen, dadurch gekeniuelchrtet, da£ es bzw. sie tolgendes enthStt: 

eine geeignete, gegebenenlalls in Bnheitsdosen autgeteilte Menge e.nes Denvats und/oder 
Fragments nach irgendeinem der AnsprOche 5 bis 8, und 
- gegebenenfalls e.ne geeignete Menge von Puftarn. VerdOnnungsmitteln, Re.gent.en, die notwen- 
dig sind zur DurchtUhrung der genannten Detektion. 

17. Kit nach Anspruch 16. dadurch gMrtchn* dafl das Derivat ££"2 £ J*^?^ 
des Broms von Bromphenacyl am Histidin 47 des Proteins nach ,rgende,nem der AnsprOche 1 bis 4 
gewonnen worden ist. 
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